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摘  要 
大肠杆菌中已知的 Nα-乙酰转移酶有 RimL，RimI 和 RimJ。其它预测的可能





用两端连接有 45 bp 同源臂的卡那霉素抗性基因作为打靶片段进行同源重组。重
组完成后，在 37℃条件下传代培养去除辅助质粒 pKOBEG。我们成功地将三个
乙酰转移酶基因插入失活，分别用代号命名为 geneA、geneB 和 geneC。突变菌
株经革兰染色，油镜观察形态以及在不同温度条件下菌体生长状况监测结果说
明，这三个基因的插入失活后，对菌株本身没有造成影响，可以进行下续的研究。 





子量，并进行乙酰化修饰位点鉴定。质谱结果表明，Tα1-L12 在 geneA 或 geneC
突变菌株中的表达产物与出发菌株一样，仍然有乙酰化修饰，并且修饰位点在
N-端第一位的丝氨酸上。然而，在 geneB 突变株中所表达的 Tα1-L12 融合蛋白
的 N-端并未发生乙酰化修饰，由此可以初步判定，geneB 即为我们所期望找到的
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Abstract 
RimL, RimI and RimJ have been widely known as the Nα-acetyltransferases in 
E.coliJM109(DE3).There are a number of other genes which are also speculated to be 
related to the Nα-acetylation, include yhhY、 yjaB、 yjhQ、 yjgM and yiiD. In our 
current studies, we attempted to find the key factor for thymosin alpha 1(Tα1) 
acetylation by inactivating the related genes. 
We used the Red system to inactivate the Nα- acetyltransferase aforementioned. 
The plasmid pKOBEG expressed the recombinant related enzymes. The replacement 
fragment was the kanamycin resistance gene flanked by a 45 bp fragment homologous 
to the gene to be inactivated. After recombination, the temperature sensitive plasmid 
pKOBEG was eliminated by culturing at 37℃. In my study, I successfully inactivated 
three Nα-acetyltransferases, named as geneA 、  geneB and geneC. The cell 
morphology observation and culture characterization test on these strains proved that 
inactivating those genes by inserting the kanamycin resistance genes didn’t influence 
the strains themselves. 
As a model, fusion protein Tα1-L12 was expressed to investigate the ability of 
acetylation. We transformed pET-Tα1-L12 into the strains, and induced it with 
isopropyl-β-D-thiogalactoside(IPTG). The fusion protein was purified by IMAC and 
RP-HPLC, and then measured the accurate molecular weight and located the 
transferred acetyl by MS. Similar to the original strains, Tα1-L12 was still acetylated 
at the Nα-serine when expressed in the geneA and geneC mutant strains. But we 
noticed that, this fusion protein was non-acetylated at all when expressed in the geneB 
mutant strain. So we could draw a conclusion that, geneB was the key gene for 
Nα-acetylation Tα1. 
Our work mentioned above demonstrated that it is possible to express full 
acelyated Tα1 in E.coli. This work laid down a solid foundation to resolve the 
problems of protein modification in some other engineering strains. 
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第一章 前  言 
Nα-乙酰化是一种 常见的蛋白质修饰方式之一。其生物学功能还不是完全

























大肠杆菌中有三种已知的 Nα-乙酰转移酶，RimL、RimI 和 RimJ，它们分别
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表 1：大肠杆菌中已知的 Nα-乙酰转移酶 
基因名称 基因大小(bp) 氨基酸个数 蛋白分子量(Da) 底物 底物 N-端序列
rimL 540 179 20679 L12 Ser-Ile- 
rimI 486 161 18323 S18 Ala-Arg- 
rimJ 585 194 22687 S5 Ala-His- 
 
前人将这三个乙酰转移酶基因进行比较，结果表明：首先，rimL 和 rimI 的
序列相似性较低，但 rimL 和 rimJ 之间具有较高的相似性，而这三种基因所编码
的蛋白质相似性的关系也是这样。其次，RimI 和 RimJ 所催化的底物其 N-末端
的氨基酸为丙氨酸，而 RimL 所催化的底物 L12 的 N-末端氨基酸为丝氨酸[8,9]。
第三，分析 RimI、J 这两种酶的氨基酸序列时发现，它们某些结构域具有较高的
一致性，比如：靠近 C 端的一个结构域一致性高达 75％，但是由于二者的分子
量差别较大，因此可能有着不同的进化来源[9]。 
RimL 催化核糖体蛋白 L12 的 N-末端丝氨酸乙酰化，使之转变为 L7。乙酰
化形式的 L7 和 L12 共存于核糖体中，并且随着细菌的生长，L7 的比例会逐渐增
大[9]。与 L12 的乙酰化形式不同的是，S18 和 S5 这两种乙酰化蛋白在细菌体内通
常完全被乙酰化，且乙酰化程度与细菌的生长阶段并没有直接关系[8]。 








C-端有可能是参与乙酰基转移后乙酰辅酶 A 的降解[10]。随着 X 射线晶体结构学
的发展，已经有超过四种原核生物的 Nα-乙酰转移酶的三维晶体结构图被揭示出



































































1.2 胸腺素 α1 
1.2.1 胸腺素 α1 的概况 
胸腺素 α1 是动物或人胸腺组织分泌的一种多肽激素，是由 28 个氨基酸组成







1.2.2 Tα1 的生理学功能和临床应用 
Tα1 作为一种生物反应调节因子，是 T 淋巴细胞的免疫增强剂，它能够促使
T 细胞的成熟和分化，并刺激成熟的 T 细胞、NK 细胞分泌各种淋巴因子，同时
还能促进高亲和力白介素-2 受体的生成。在活体内，Tα1 还能促使 ConA 激活后
的小鼠淋巴细胞分泌 IL-2，并增强 IL-2 受体的表达。Tα1 这种免疫增强剂，临
床用途相当广泛，能应用于乙肝、丙肝、恶性肿瘤等免疫调节失调或免疫功能受
到抑制的疾病的治疗和研究[16-18]。 























达有一定的困难，因此，本实验室构建了 C-端融合有 L12 的 Tα1 的表达质粒 pET- 




因，也就是能影响 Tα1 的 Nα-乙酰化修饰的关键因素。 
1.3 Red 同源重组系统 
1.3.1 Red 同源重组系统的组成 
Red 同源重组系统中，主要包含三个重组相关的蛋白 Exo、Beta 和 Gam。由
exo 基因编码的 Exo 蛋白分子量为 24 kD，具有核酸外切酶活性，能以每秒钟 1000
个碱基的速度将 dsDNA 从 5′端切开，产生突出的 3′端[22]。由 bet 基因编码的 Beta
蛋白是一种单链 DNA 结合蛋白，结合在由 Exo 消化产生的单链 DNA 的 3′末端，
促进其与互补链的复性,并能介导体内重组，属于重组蛋白家族中的一员。Beta
蛋白能与核酸外切酶形成复合物，调节核酸溶解和重组启动。gam 基因的产物
Gam 蛋白能抑制宿主菌的 RecBCD 线性双链 DNA 外切酶活性，协助 Exo 和 Beta
完成同源重组，它是一个分子量为 16 kD 的蛋白，能结合到宿主的 RecBCD 蛋白
上，形成二聚体，抑制宿主菌的 RecBCD 的外切酶活性[23]。 
1.3.2 Red 同源重组系统的发展 
1998 年，由 Murphy 和 Stewart 等人用 λ噬菌体的 Red 重组系统在大肠杆菌
中建立了一套能快速敲除原核生物基因的方法，使得实验操作变得更加简单，并
且大大缩短了实验周期[23,24]。与此同时，Zhang 等发展了由质粒携带的重组系统
的方法，他们构建了一系列的重组质粒，包括 pBAD Etγ、pBAD αβγ(Rac 噬菌体
的基因 recE 和 recT 分别由 λ噬菌体的 exo 和 bet 代替)等等，使得由质粒所介导
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噬菌体整合在大肠杆菌 W3110 的染色体上，使这 3 种重组蛋白的表达受 PL 启动
子的调控，PL启动子又受到 cI857 阻遏蛋白的抑制[28]。Datsenko 等将 Red 同源重
组系统构建在低拷贝的 Ts 型质粒上，在阿拉伯糖的诱导下可有效的表达，而在
一定的温度控制下又能去除掉该质粒[29]。 
1.3.3 Red 同源重组系统的操作策略 
由双链 DNA 所介导的同源重组，一般采用 PCR 扩增或者人工合成的方式构
建线性打靶片段，将所得片段电转入表达有 Red 同源重组系统的大肠杆菌中，
在 Red 系统的三种重组蛋白的共同作用下，将线性打靶片段敲入靶序列区。 
同源重组中用以扩增打靶片段的 PCR 引物为嵌合引物，即引物的 5′端为同
源臂序列，3′端为扩增序列。由于 Beta 蛋白与长度大于 35 bp 的单链 DNA 分子
才能稳定结合，同时又有报道表明，当同源臂序列由 20 bp 增加到 40 bp 时，重
组效率能提高四个数量级，而由 40 bp 延长到 1000 bp 时仅能提高四倍，因此一





































         
       图 1：pKOBEG 质粒图谱           图 2：pKD4 质粒图谱 
 
1.3.4 Red 同源重组系统的应用 
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